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Apresentação

Olá Prezado(a) Colega,

Eu convido você a estudar o conteúdo do curso.

Ele foi concebido para fornecer informações que possibilitem o seu

ingresso no projeto PROADI “Saúde de Precisão: Correlação entre

perfil genômico, epidemiológico, clínico e familiar em câncer e doenças 
cardiovasculares”.

Seguimos com a unidade “Complexidade da Informação Genética”.

Neste livro, vamos explorar a questão da variabilidade genética.

Agradeço a oportunidade de compartilhar esses conceitos com vocês.

Pablo De Nicola

Bons estudos!
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1. Princípios do 
Teste Genético 

Introdução 
Desde o reconhecimento que a alteração 

da função de um gene pode resultar em 

um fenótipo e ser transmitido, o conceito 

das doenças e suas questões genômicas 

passou a ser valorizado na prática clínica, 

extrapolando os muros das atividades 

exclusivas do ambiente de pesquisa.  

Podemos considerar “doenças genômica” 

como condições clínicas resultantes de 

variações estruturais em nosso genoma 

que envolvem preferencialmente as 

variações do número de cópias genômicas 

(CNVs), às variantes de nucleotídeos 

simples (SNVs) (Carvalho et al, 2010).  

As CNVs surgem a partir de deleções, 

duplicações, inserção, translocação e até 

mesmo inversão resultando em perda 

ou ganho de segmentos genômicos 

causando impacto em nosso genoma. 

Por isso, as CNVs estão envolvidas em 

diferentes situações clínicas, uma vez 

que as certas alterações genotípicas 

podem resultar em fenótipos que causam 

algum prejuízo ao indivíduo como por 

exemplo neuropatias, hipertensão, 

autismo infertilidade entre tantas outras 

que expressam fenótipos específicos. 

É importante lembrar que dependendo 

dos genes e da região genômica envolvida 

um fenótipo clínico é associado. Por isso, 

conhecer o perfil genômico dos indivíduos 

e relacionar com o fenótipo expresso 

favorece na ampliação de conhecimento 

e melhora as estratégias de atenção 

e acompanhamento de indivíduos 

que buscam o cuidado adequado.  

Com o advento de novas tecnologias 

e diminuição dos custos, as técnicas 

moleculares passaram a ser utilizadas no 

contexto da prática clínica impulsionando 

o acesso à medicina personalizada. (Freitas 

& Pinto, 2021). Muitas são as técnicas 

aplicadas para que os profissionais 

possam identificar “defeitos” no genótipo 

para que assim todas as orientações 

de condutas clínicas e terapêuticas 

sejam realizadas de forma adequada. 

Atualmente a tecnologia que revolucionou 

a genética médica foi o sequenciamento 

de nova geração (NGS) que tem sido 

aplicada para sequenciar em um único 

experimento milhões de pares de bases 

simultaneamente, podendo analisar ao 

mesmo tempo centenas de genes ou 

mesmo um genoma completo (Freitas 

& Pinto, 2021).  Na prática clínica, 

solicitar o NGS é conhecido como o 

“teste genético” dentro do contexto 

do aconselhamento genético. 

A seguir iremos discutir as questões 

técnicas do teste genético dentro 

do contexto da prática clínica.
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Definição de Teste Genético

O teste genético (TG) pode ser definido 

como o processo de análise do material 

genético para encontrar alterações 

(variantes) que podem causar alguma 

doença ou que podem aumentar o risco 

de desenvolvimento de doenças ao longo 

da vida (Holtzman e Watson 1999).

Essa análise visa identificar, de forma 

mais específica, quais são as alterações 

na sequência do DNA ou na estrutura 

cromossômica. Além disso, é possível 

realizar a análise de RNA como 

resultado da expressão gênica ou por 

meio de análise bioquímica para medir 

a produção específica de proteínas 

(American Medical Association, 2019).  

Na prática clínica, o teste genético 

pode ser utilizado para diagnosticar   

doenças em recém nascidos, crianças 

ou adultos, prever riscos para condições 

específicas ou obter informações que 

podem ser usadas para personalizar 

tratamentos. (Burke 2002). Além disso, 

também pode ser usado para determinar 

filiação biológica de uma criança por 

meio de teste de paternidade de DNA 

ou ser usado para prever amplamente 

a ascendência de um indivíduo.  

Com a difusão de realizações de teste 

genético por toda a prática clínica, 

podemos distinguir os testes genético de 

acordo com a sua intenção de ser feito.

Os tipos de testes genéticos são (Iowa 

Institute of Human Genetics):

a.	 Teste genético clínico: são realizados 

para ter o perfil genético do 

indivíduo como informação adicional 

sem uma finalidade terapêutica 

ou diagnóstica específica.

b.	 Teste genético de diagnóstico: 

realizado para encontrar a causa 

de uma doença ou sintomas que 

já estão presentes no indivíduo.

c.	 Teste genético pré sintomático: 

antes do indivíduo expressar algum 

sintoma, para descobrir se há um 

risco para o desenvolvimento de 

certo tipo de doença ou se há alguma 

variante que poderá ser passada 

para descendentes futuros que 

também pode coloca-los em risco.

d.	 Teste genético pré-natal: é um 

teste durante a gravidez para ver 

se o bebê terá uma doença.

e.	 Teste genético do recém-nascido: 

um teste realizado um a dois dias 

após o nascimento do bebê para 

ver se o bebê tem certas doenças.

f.	 Teste genético farmacogenômico: 

para descobrir o melhor remédio 

e dose para o indivíduo com base 

em suas variantes de DNA.
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O teste genético é uma ferramenta 
molecular de extrema importância na 
prática clínica, trazendo informações 
personalizadas com a intenção de 
auxiliar profissionais de saúde a 
estruturar condutas clínicas preventivas 
e terapêuticas como também, traz a 
informação aos indivíduos e famílias 
para que seja possível compreender 
e estabelecer como será a rotina de 
saúde a partir desse conhecimento 
sobre sua própria estrutura genômica.

Papel do Teste Genético  
em Oncologia 

Há uma necessidade crescente de 
aconselhamento e testes genéticos para 
indivíduos diagnosticados com câncer, 
pois o tratamento pode ser afetado pelos 
resultados. Além disso, a identificação de 
variantes patogênicas em indivíduos antes 
de um diagnóstico de câncer permite uma 
vigilância, detecção precoce e prevenção 
do câncer (Pritchard et al 2020). 

Na prática clínica da oncologia, podemos 
realizar o teste genético com duas funções 
principais, sendo a de análise genética 
do tecido tumoral (somático) ou a de 
análise genética do material constitutivo 
do indivíduo (germinativo). Ambos são 
muito importantes para a estruturar as 
questões voltadas a terapêuticas e de 
estratégias de prevenção de câncer em 
indivíduos e seus familiares (Smith, 2019). 

O teste genético somático é um exame 
que utiliza o material coletado na biópsia 
do tumor possibilitando a identificação 

de alterações específicas em genes 
de interesse clínico. De acordo com 
o perfil genômico do tecido tumoral, 
estratégias personalizadas de tratamento 
que garantem um melhor prognóstico 
podem ser aplicadas. Um exemplo são 
os casos de câncer de pulmão de células 
não pequenas células pois, sabe-se 
que em tecido desses tipos de tumores 
dos quais são encontradas variantes 
(mutação) no gene EGFR sugere o uso de 
terapias específicas (Khoo et al, 2015).

O raciocínio molecular para o uso de 
terapias e compreensão dos melhores 
prognósticos têm sido cada vez mais 
detalhado e valorizado. Estudos 
tem avançado para compreender o 
funcionamento do câncer de forma 
cada vez mais específica, como pode ser 
observado nas publicações da Rede de 
Pesquisa do Atlas do Genoma do Câncer 
(TCGA), que detalha o perfil molecular 
de forma abrangente de diversos tipos 
tumorais. No caso de adenocarcinoma 
de pulmão foram descritas mutações, 
estatisticamente significativas, em mais 
de dezoito genes (TP53, KRAS, EGFR, BRAF, 
PIK3CA, MET, RIT1, STK11, KEAP1, NF1, 
RB1, CDKN2A, SETD2, ARID1A, MARCA4, 
RBM10, U2AF1 e MGA). Cada gene está 
atuando em vias e ações diferentes no 
mecanismo celular, mostrando o quão 
específico e diversificado é o universo 
tumoral (Cancer Genome Atlas, 2014).

Esse conhecimento é um grande avanço 
para o conhecimento mais específico dos 
tipos tumorais, favorecendo o avanço 
de pesquisa e condutas de tratamento. 
Com isso, profissionais estão cada 
vez mais especializados e sentindo a 
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necessidade de aplicar na prática clínica 
os conhecimentos de bases moleculares 
para conduzir suas rotinas clínicas. 

Outro avanço é a introdução do teste 
genético germinativo na prática clínica.  O 
teste genético germinativo, tem intenção 
diferente do teste somático, uma vez que 
tem como objetivo detectar variantes 
(mutações) constitutivas dos indivíduos, 
aquelas que foram e herdadas e podem 
ser transmitidas para as gerações futuras.
Essas alterações quando identificadas 
em um indivíduo favorece um grande 
potencial de condutas a ser realizadas 
para as questões voltadas à saúde. 

No caso de indivíduos já diagnosticados 
com tipos específicos de câncer, a 
realização do teste genético germinativo 
pode favorecer na escolha de condutas 
terapêuticas, como são os casos de 
pacientes com tumores de ovário, pâncreas 
e próstata que possuem variantes 
patogênicas germinativas no gene BRCA1 
ou BRCA2 podem se beneficiar com 
fármacos que são inibidores da enzima 
poli adenosina difosfato ribose polimerase, 
conhecida como PARP (Li et al, 2020).

Esse conhecimento se deu através do 
conhecimento da letalidade sintética, 
pois, o medicamento age inibindo as 
enzimas da PARP, que fazer parte da via 
onde o BRCA1 e BRCA2 atuam, evitando a 
multiplicação celular, eliminando, portanto, 
as células cancerosas (Li et al, 2020). Além 
de condutas terapêuticas importantes, a 
descoberta de uma variante germinativa 
pode interferir em condutas de prevenção e 
diminuição de risco não só para o indivíduo 
como para todos os seus familiares. 

Com o reconhecimento de que 10% 
de todos os cânceres são hereditários, 
há uma necessidade crescente de 
melhorar o acesso ao aconselhamento 
genético e aos testes genéticos, 
tanto antes quanto no momento do 
diagnóstico (Robson, M., et al, 2015). 

A presença de uma variante germinativa 
em genes já conhecidos, como aqueles 
que aumentam o risco de desenvolvimento 
de câncer ao longo da vida, confere 
a existência de uma Síndrome de 
Predisposição Hereditária ao Câncer 
(SPHC). Reconhecer a presença de uma 
SPHC faz com que as estratégias de 
diminuição de risco sejam oferecidas para 
os pacientes, e assim, o manejo desse risco 
poderá ser realizado de forma adequada 
de acordo com o perfil molecular.
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Teste genético para risco  
de câncer 

O teste genético germinativo para 
avaliação de risco de câncer (preditivo) 
é o tipo de teste usado para procurar 
mutações genéticas herdadas que podem 
colocar uma pessoa em maior risco de 
desenvolver certos tipos de câncer. 

Este tipo de teste pode ser aconselhado 
(American Cancer Society, 2022): 

a.	 Para uma pessoa com um forte 
histórico familiar de certos tipos 
de câncer: Nesse caso é importante 
verificar se ela carrega uma variante 
patogênica que aumenta seu risco 
para desenvolver a doença. Se ela 
tem uma mutação herdada, é possível 
realizar exames para diagnosticar o 
câncer precocemente ou até mesmo 
tomar medidas para diminuir o risco.

b.	 Para uma pessoa já diagnosticada 
com câncer: Nesse caso a sugestão do 
teste genético pode ser para indicação 
tanto de condutas terapêuticas 
quanto se houver outros fatores 

que sugiram que o câncer pode 

ter sido causado por uma variante 

patogênica germinativa (como se o 

câncer foi diagnosticado em idade 

jovem, presença de tumores raros 

ou um forte histórico familiar).

  

c.	 Para membros da família de uma 

pessoa conhecida por ter uma 

mutação genética herdada que 

aumente o risco de câncer: Quando há 

na família uma mutação previamente 

identificada, o teste genético pode 

auxiliar no diagnóstico molecular 

e saber se os indivíduos estão sob 

risco aumentado e se precisam tomar 

medidas para tentar diminuir o risco.

Existem alguns pontos importantes que 

se faz necessário para avaliar o risco de 

câncer frente a uma variante considerada 

patogênica (mutação), como por exemplo, 

conhecer quais são os riscos que essa 

variante confere ao indivíduo ao longo 

de sua vida. Na tabela a seguir temos 

alguns genes que estão representados 

em suas respectivas síndromes de 

predisposição hereditária ao câncer e 

os tipos tumorais mais frequentes.
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*(Tabela adaptada de Schienda & Stopfer, 2020); ** Síndrome de Predisposição Hereditária ao Câncer. 

Tabela 1: Genes e as principais síndromes de predisposição hereditária ao câncer com os 
fenótipos oncológicos mais comum.*

A presença de uma variante germinativa em genes já conhecidos, como aqueles que 
aumentam o risco de desenvolvimento de câncer ao longo da vida, faz com que as 
estratégias de diminuição de risco sejam oferecidas para os pacientes e assim, o manejo 
desse risco seja realizado de forma adequada de acordo com o perfil molecular.

Gene SPHC** Tumores comumente 
associados 

APC Polipose adenomatosa familiar Cólon, pólipos no intestino, 
tumores desmóides 

BRCA1, BRCA2 Câncer de mama e ovário 
hereditário

Mama, ovário, pâncreas, próstata, 
melanoma 

CDH1 Síndrome Gástrico Difuso 
Hereditário

Tumor gástrico difuso, câncer de 
mama do tipo lobular

MLH1, MSH2, MSH6,  
PMS2, EPCAM 

Síndrome de Lynch
Câncer de intestino, reto, 
endométrio, ovário, trato 

urinário, pólipos intestinais. 

RET Neoplasia Endócrina Múltipla Tumor medular de tireoide, 
feocromocitomas.

RB1 Síndrome Retinoblastoma 
Hereditário

Retinoblastoma, melanoma, 
sarcoma

STK11 Síndrome de Peutz-Jeghers Mama, pólipos hermatomatosos 
no intestino,

TP53 Síndrome de  Li-Fraumeni
Sarcomas, tumor adrenocortical, 

tumores cerebrais, mama, 
pulmão.

VHL Síndrome de Von Hippel-Lindau

Tumor do saco 
endolinfátioc, carcinoma 
de ilhotas pancreáticas, 

hemangioblastomas em sistema 
nervoso central, carcinoma de 

células renais.
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Evolução do teste genético: 
do teste de genes únicos até 
a avaliação do genoma

A busca do perfil molecular avançou de 

forma considerável, tanto como na evolução 

tecnológica quanto no acesso para a prática 

clínica, uma vez que os custos ficaram 

mais acessíveis.  Na década de 1970 

surgiram duas técnicas que permitiram 

o sequenciamento de genes específicos: 

uma das técnicas foi proposta por Maxam 

e Gilbert e a outra foi proposta por Sanger.  

O aprimoramento do método de 

Sanger resultou nos sequenciadores 

automatizados. O primeiro sequenciador 

automatizado utilizou a metodologia de 

Sanger et al. (1977) que sofreou algumas 

modificações ao longo da década de 

1990 por Edwards e colaboradores 

(1990). No ano de 1995 foi sequenciado 

o genoma da bactéria Haemophilus 

influenzae, o primeiro organismo de vida 

livre. (Fleischmann et al., 1995). Nos anos 

seguintes, observamos o sequenciamento 

de diversas espécies, incluindo da levedura, 

da mosca-das-frutas, de Caenorhabditis 

elegans e Arabidopsis thaliana (Brown, 

2003). Finalmente, no início do século XXI, 

tivemos o sequenciamento de genomas 

de mamíferos, como o humano (Lander et 

al., 2001), do rato (Waterston et al., 2002) 

e do chimpanzé (Mikkelsen et al., 2005). 

O sequenciamento do genoma humano 

iniciou em um estudo no ano de 1989 

através de um consórcio público com a 

participação de mais de 5000 cientistas 

do mundo inteiro, distribuído em centenas 

de laboratórios, e com a previsão de 

conclusão para 2005. A Celera Genomics, 

empresa fundada por Craig Venter, 

decidiu sequenciar o genoma humano, 

mas com um método diferente daquele 

utilizado pelo consórcio público. A Celera 

Genomics tinha como objetivo obter as 

sequências para patentear os genes. 

Em 2001 foi anunciado um “primeiro 

rascunho” do genoma humano, e em 

2003 foi anunciado o término do 

projeto, no entanto, o sequenciamento 

completo foi publicado em 2007. 

Desde então, a adoção de testes genéticos 

disparou. Grande parte dessa tendência é 

explicada pelo papel crítico que os testes 

genéticos desempenham na medicina de 

precisão (uma abordagem de tratamento e 

prevenção de doenças que busca maximizar 

a eficácia levando em consideração 

a variabilidade individual em genes, 

ambiente, e estilo de vida), bem como pelos 

avanços nos métodos de sequenciamento 

de última geração e reduções simultâneas 

nos custos de sequenciamento. 
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Figura 1. Evolução dos métodos de sequenciamento. Adaptado de creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0

A Figura 1 apresenta a evolução dos métodos de sequenciamento.
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O modelo tradicional pelo qual um 
indivíduo era identificado como portador de 
uma suscetibilidade hereditária ao câncer 
era testar uma mutação em um único gene 
ou um número finito de genes associados 
a uma síndrome específica (por exemplo, 
BRCA1 e BRCA2 para câncer hereditário 
de mama e ovário ou genes de reparo 
mismatch para a Síndrome de Lynch).  

A decisão sobre qual gene ou genes 
testar foi baseada em uma revisão do 
histórico médico pessoal do paciente e 
seu histórico familiar. Com os avanços 
na tecnologia de sequenciamento de 
DNA de última geração, agora é possível 
oferecer testes simultâneos para vários 
genes associados a uma suscetibilidade 
hereditária ao câncer. Esses painéis 
geralmente incluem genes de alta 
penetrância, mas também costumam incluir 
genes de penetrância moderada e baixa. 
Vários dos genes incluídos nesses painéis 
não foram totalmente caracterizados em 
termos de riscos de câncer ou opções de 
gerenciamento (Lynce, F., Isaacs, C, 2016). 

Assim, os testes genéticos evoluíram 
de testes de um único gene para testes 

mais complexos que avaliam vários 

genes e variam de acordo com o que está 

sendo analisado (genes únicos, genes 

múltiplos, exomas ou um genoma inteiro). 

Enquanto um teste de gene único é uma 

análise de um único gene para uma única 

indicação, um painel genético testa vários 

genes para uma indicação comum.  

O sequenciamento de todo o exoma 

analisa todas as regiões de codificação 

do genoma, e o sequenciamento de todo 

o genoma avalia todo o genoma (regiões 

codificantes e não codificantes). O termo 

análise do genoma completo refere-

se ao teste de todo o genoma por um 

amplo conjunto de métodos, incluindo 

sequenciamento, microarray e cariótipo 

e, portanto, inclui o sequenciamento do 

genoma completo (Phillips, K., et al, 2018). 

Diferentes tipos de variações genéticas 

podem afetar a função de um gene 

e várias tecnologias são usadas para 

identificar essa diversidade de variantes, 

dependendo da finalidade do teste. Cada 

um tem seus benefícios e limitações e 

pode afetar as práticas de pedidos. 
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O projeto Mapa Genoma Brasil irá utilizar 
das técnicas: sequenciamento Sanger; 
sequenciamento de nova geração (NGS); 
sequenciamento completo do exoma 
(WES); sequenciamento completo do 
genoma (WGS); e amplificação multiplex 
de sondas dependente de ligação (MLPA).  

Vamos discutir essas técnicas a seguir 
para compreender como elas analisam o 
material genético e quais as diferenças 
entre essas formas de análise. 

2. Técnicas 
utilizadas no Projeto 
Mapa Genoma Brasil
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Sequenciamento Sanger 

O primeiro sequenciamento de um genoma 
completo foi publicado em 1977 pelo 
duplo ganhador do Prêmio Nobel de 
Química Frederick Sanger. Isso correspondia 
ao genoma de tamanho pequeno de um 
bacteriófago, mas desde então tem havido 
muitos organismos complexos cujo DNA foi 
sequenciado. Isso foi possível graças aos 
avanços contínuos nas áreas de bioquímica 
e genética molecular, mas também em 
outras áreas, como nanotecnologia e 
computação (Garrido-Cardenas, J., et 
al, 2017). Embora esse método fosse 
revolucionário para a época, também 

era muito lento e caro. Essa técnica tem 

como objetivo determinar a sequência de 

nucleotídeos (Adenina, Guanina, Citosina 

e Timina) em um pedaço do DNA. 

Nesse procedimento, uma molécula de 

DNA cuja sequência deve ser determinada 

é convertida em fitas simples que são 

utilizadas como molde para sintetizar 

uma série de fitas complementares. Cada 

uma dessas fitas termina aleatoriamente 

em um nucleotídeo específico diferente. 

A série resultante de fragmentos de DNA 

é separada por eletroforese e analisada 

para revelar a sequência do DNA.  

A Figura 2 apresenta o método 

de Sequenciamento Sanger.

Figura 2. Principais aspectos do sequenciamento Sanger.
Adaptado de https://www.cd-genomics.com/blog/sanger-sequencing-introduction-principle-and-protocol
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O método Sanger foi posteriormente 
automatizado para tornar o processo 
mais rápido, a versão automatizada 
desse método foi usada para completar 
partes do Projeto de Sequenciamento 
Humano.  Atualmente, esse método 
ainda é usado hoje para sequenciar 
fragmentos de DNA mais curtos, mas 
os métodos de sequenciamento mais 
recentes tornaram o tempo de resposta 
dos testes de DNA mais rápido, reduzindo 
os custos de sequenciamento. 

Esses métodos também chamados de 
métodos de sequenciamento de larga 
escala ou de nova geração (NGS) tornaram 
os testes de DNA em larga escala acessíveis 
a um público mais amplo, pois exigem 
apenas alguns dias para analisar um teste 
de genoma e ainda produzem resultados de 
alta qualidade (Garrido-Cardenas, J., et al, 
2017; https://sequencing.com/education-
center/whole-genome-sequencing).

 

NGS (Next Generation 
Sequencing - 
Sequenciamento de Próxima 
geração) 

Com a publicação da primeira versão 
do genoma humano (Venter et al., 
2001), observou-se um avanço nas 
tecnologias de sequenciamento. 

Existem diversas tecnologias que realizam o 
sequenciamento do DNA em larga escala. A 
Roche foi a primeira empresa a desenvolver 
esta estratégia, que está baseada em uma 
técnica chamada de pirosequenciamento. 
Outros métodos foram desenvolvidos: o 
Polony (Shendure et al., 2005) utilizado 
no sequenciador da marca SOLiD® 
(Applied Biosystems) e o método de 
amplificação em ponte (Bennett et al., 
2005), que utilizado pelo sequenciador 
Genome Analyser®, da Illumina.

A Figura 3 apresenta a evolução das 
tecnologias disponíveis para o NGS.
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Figura 3. Evolução das tecnologias do NGS (Next Generation Sequencing).
Adaptado de creativecommons.org/licenses/by/3.0

A maioria dos testes tumorais atualmente 

é realizada com NGS. Embora o 

sequenciamento Sanger de “primeira 

geração” tenha sido o padrão-ouro por 

anos em pesquisas e testes de laboratório 

clínico, o NGS suplantou amplamente o 

sequenciamento Sanger para pesquisa 

de câncer e uso de diagnóstico 

complementar em oncologia clínica.  

O NGS envolve a clivagem de DNA em 

pequenos fragmentos (200 pares de bases) 

que são então usados para criar bibliotecas 

de DNA. Cada biblioteca geralmente 
representa uma amostra de paciente, seja 
tecido tumoral ou DNA de outro tecido, e 
contém milhões de fragmentos de DNA 
individuais. Cada um desses fragmentos de 
DNA é então sequenciado individualmente, 
mas também simultaneamente.  

Detalhes da técnica do sequenciamento de 
nova geração depende dos procedimentos 
fornecidos pelos fabricantes dos materiais. 

Um exemplo está sendo evidenciado na 
figura 4 a seguir. 
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Figura 4. Esquema do processo de sequenciamento pelo método Illumina.
Adaptado de Lu, Yuan, et al. 2016

•	 Os adaptadores são anelados nas 
extremidades da sequência de 
fragmentos do DNA; 

•	 Os fragmentos se ligam à célula de 
fluxo carregada com primer e as 
reações de PCR em ponte amplificam 
cada fragmento ligado para produzir 
aglomerados de fragmentos; 

Durante cada ciclo de sequenciamento, 
um nucleotídeo ligado ao fluoróforo é 

adicionado ao fio em crescimento.  
O laser excita os fluoróforos em todos os 
fragmentos que estão sendo sequenciados 
e um scanner óptico realiza a leitura.

O sequenciamento repetido ou redundante 
é geralmente necessário para garantir que 
cada nucleotídeo de uma determinada 
posição de DNA seja sequenciado de 
forma suficiente para distinguir mutações 
verdadeiras de NGS ou artefatos que 
podem ocorrer durante a criação de 
bibliotecas e o próprio processo de 
sequenciamento (Mansfield, A., et al, 2018). 
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A Figura 5 apresenta aplicações do NGS.

Figura 5. Aplicações do NGS.
Adaptado de Mentja et al. 2011

Figura 6. Os éxons são as sequências de DNA transcritas em RNA e traduzidas em proteínas;  
os íntrons são regiões não codificantes.

WES (Whole Exoma Sequencing) ou Sequenciamento 
Complexo do Exoma 
 
O Exoma é o conjunto de todas as regiões codificadoras (exons) do DNA humano. 
Podemos ver na figura 7 que os éxons são as sequencias de DNA que são transcritas em 
RNA, e assim, traduzidas em proteínas para que sua função seja desempenhada.

PROTEÍNA
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O Exoma representa1,5% do DNA 
total. Aparentemente pequeno em 
número, essa quantidade tem extrema 
importância, uma vez que a maioria das 
doenças genéticas estão relacionadas 
com variações (mutações) nos éxons. 

Quando realizamos o WES, ou seja, o 
sequenciamento do exoma completo, é 
possível analisar, em média, cento e oitenta 
mil éxons com a finalidade de buscar as 
variantes que podem estar relacionadas 
com o fenótipo patológico de um indivíduo. 
Não é necessário selecionar genes alvos 
pois com esse teste genético é possível ter 
o sequenciamento de quase todos os vinte 

mil genes, contribuindo para o diagnóstico 

de doenças que ainda não se tem uma 

hipótese diagnóstica bem definida ou por 

quadros inespecíficos que necessitem a 

busca de genes diferentes dos que existem 

em painéis comumente utilizados. 

A técnica do sequenciamento de nova 

geração é utilizada para realizar o WES 

e detalhes da realização depende dos 

procedimentos fornecidos pelos fabricantes 

dos materiais. Um exemplo está sendo 

evidenciado na figura 7 onde podemos ver 

de forma mais simplificada o que acontece 

durante a realização dessa técnica.

Figura 7. WES (Whole Exoma Sequencing) ou Sequenciamento Complexo do Exoma.
Adaptado de creativecommons.org/licenses/by/3.0
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WGS (Whole Genome 
Sequencing ou 
Sequenciamento Completo 
do Genoma) 

O sequenciamento do genoma inteiro, 
também conhecido como WGS, é uma 
técnica laboratorial na qual são obtidas 
todas as regiões codificantes (exons) e 
não codificantes do genoma. Ele fornece 
um mapa completo e abrangente da 
composição genética de uma pessoa 
e permite que seja realizada uma 
análise extensa de todos os genes. O 
sequenciamento do genoma completo 

é uma tecnologia de teste genético que 

obtém dados abrangentes sobre cada 

gene. Enquanto outros testes de DNA 

obtêm dados sobre um gene ou pontos 

dentro do seu DNA (microarranjos 

de genotipagem), o sequenciamento 

do genoma inteiro é diferente. 

O WGS permite obter informações 

sobre a expressão gênica diferencial, 

estrutura e função dos genes, diversidade 

genética, relações evolutivas e a 

construção de mapas metabólicos. 

A Figura 8 apresenta algumas 

das informações que podem 

ser obtidas pelo WGS. 

Figura 8. Informações identificadas com o WGS.
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O sequenciamento, seguido de uma boa 
montagem das sequencias obtidas, permite 
obter informações referentes a: expressão 
gênica diferencial, estrutura e função dos 
genes, diversidade genética, presença de 
elementos móveis no genoma, presença de 
genes adquiridos por transferência lateral, 
relações. evolutivas, além de permitir a 
construção de mapas metabólicos dentre 
outras. Uma das limitações do WGS 
está em determinar quais genes estão 
sendo expressos no momento da coleta 
da amostra. Para isso, seria necessária a 
avaliação do RNAm (RNA mensageiro).

 

O processo do WGS tem algumas fases: 

•	 O sequenciamento;

•	 A montagem do genoma;

•	 Varredura; 

•	 Anotação. 

Um resumo do WGS está apresentado na 
Figura 9.

Figura 9. Resumo das fases do WGS.

Obtenção do DNA 
genômico

Fragmentação NGS Análise dos dados
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Após a obtenção dos fragmentos 

pelo sequenciamento, é necessário 

“montar o genoma”, ou seja, organizar o 

sequenciamento. O processo é realizado 

por programas de montagem (assemblers) 

que alinham os fragmentos (reads) gerados, 

baseando-se em regiões de sobreposição 

para produzir sequências únicas. Antes 

da montagem, porém, deve ser a retirada 

que regiões que não fazem parte do 

genoma, tais como vetores e adaptadores.

Após a organização dos fragmentos 

é obtida uma sequência única para 

genomas circulares, ou várias sequencias 

contiguas, representando o número total 

de cromossomos de uma espécie. 

Em seguida, é realizada a predição genética 

que consiste numa varredura para buscar 

sequências correspondentes a cada um dos 

genes ou de outras regiões de interesse. 

Para isto, são utilizados programas de 

bioinformática que reconhecem os 

nucleotídeos que são característicos de 

cada elemento gênico (regiões promotoras, 

junção de éxons com íntrons, códons de 

início e parada na tradução, e o início das 

regiões 5’ e 3’ UTR [regiões não traduzidas]. 

O processo de anotação é o próximo passo. 

Neste momento, o objetivo é descobrir 

os diversos elementos que estão em 

determinado genoma, e se extrai o máximo 

de informação biológica. Esta anotação 

pode ser automática, quando são utilizados 

programas de bioinformáticas, que tem a 

propriedade de anotar o conjunto gênico 

de um organismo de uma só vez. O outro 

método de anotação é manual, pois é 

efetuada pelo anotador para cada gene 

de forma separada. O mais comum é 

vermos os dois tipos de anotação. A base 

do processo de anotação é comparar a 

sequência de cada transcrito (ou ORF), 

através de programas de alinhamento, 

com os bancos de dados disponíveis. 

Uma das primeiras aplicações do WGS em 

oncologia foi a análise de amostras de 

leucemia mieloide aguda com citogenética 

sem alterações, em 2008. Nesta época, o 

uso de ferramentas de bioinformática que 

permitiriam a análise do genoma estava 

em seu início. Hoje, além da redução 

do custo para o WGS, as ferramentas de 

análise permitem avanços importantes 

(Zhao et al., 2019). A utilização do WGS 

em oncologia proporciona oportunidades 

para a maior compreensão da biologia 

do tumor, com impacto na descoberta de 

drogas e no sucesso de estudos clínicos; 

e na avaliação de marcadores de resposta 

ao tratamento (Zhao et al., 2019). 

O genoma do câncer tem características 

complexas e padrões interrelacionados 

de variantes estruturais somáticas, o que 

expande a possibilidade de alterações 

direcionadoras (chamadas de “driver 

mutations”). Desde a descoberta do 

cromossomo Philadelphia, a caracterização 

de fusões em oncogenes tem sido central 

para o diagnóstico e tratamento. 

Além de fusões, as alterações estruturais 

também modulam a expressão gênica 

pelos rearranjos do genoma não 

codificante (Zhao et al., 2019).
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Amplificação Multiplex de Sonda Dependente de Ligação 
(MLPA) 

O MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification ou Amplificação 
Multiplex de Sonda Dependente de Ligação) é uma técnica desenvolvida capaz de 
evidenciar a falta ou excesso de material genômico. De forma mais específica são as 
alterações conhecidas como grandes deleções, amplificações e inserções no gene.  

O MLPA pode ser utilizado no diagnóstico molecular de diversas doenças genéticas cuja 
patogênese está relacionada à presença de deleções ou inserções de genes específicos. 

A Figura 10 apresenta a técnica de MLPA.
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Tabela 2: Diferença entre as técnicas moleculares com relação as respectivas análises 

A correta caracterização das deleções 
e inserções é um ponto crucial para 
identificar a correlação genótipo-fenótipo. 
De fato, deleções ou inserções, de genes 
parciais ou inteiros, podem produzir 
um efeito fenotípico completamente 
diferente. Uma duplicação completa do 
gene pode levar a uma doença devido 
à presença de uma cópia extra do gene, 
enquanto uma duplicação parcial pode 
levar à perda da função dessa cópia 
do gene (Stuppia L., et al, 2012). 

As variantes genéticas podem ser muito 

diferentes entre si, podendo ser desde 
alterações menores como troca de uma 
única base ou até mesmo aquelas que 
envolvem deleções ou inserções de 
cromossomos e também aquelas que são 
maiores envolvendo questões estruturais 
como as duplicações ou deleções de até 
mesmo cromossomos inteiros. Nesse 
sentido, os exames genéticos também 
precisam ser diferentes entre si para serem 
capazes de identificar as alterações.  

A tabela 2 demonstra a diferença entre as 
técnicas que discutimos até o momento.

MLPA
Painel de um  

único gene ou 
diversos genes 

Exoma 
completo

Genoma 
completo

Análise de 
todos os genes 

conhecidos 
Não Não Sim Sim

Análise de 
grandes 

deleções e 
duplicações 

Sim Não Não Sim

Análise 
de genes 

clinicamente 
mais relevantes 

Não Sim Sim Sim

Análise de 
achados 

incidentais 
Não Não Sim Sim

Como cada exame é focado em avaliar cada tipo de alteração, é importante o 
conhecimento do que cada técnica irá trazer como resposta e assim, avaliar a necessidade 
da realização de mais de uma técnica para a obtenção de respostas diagnósticas. 
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3. Implicações do 
teste genético

Consentimento para a 
realização do teste genético 

As investigações genômicas são complexas 
e podem produzir vários resultados ao 
longo do tempo, à medida que diferentes 
perguntas são feitas sobre os mesmos 
dados, ou diferentes conhecimentos são 
utilizados no processo de interpretação. É 
difícil aplicar noções de “consentimento 
informado” a uma situação em que os 
possíveis resultados são tão desconhecidos, 
tanto em virtude da individualidade dos 
dados genômicos inseridos, mas também 
devido à complexidade de navegar por 
esses dados para um “resultado”. 

A prática do consentimento na medicina 
evoluiu amplamente em torno de cenários 
mais simples, por exemplo, fazer ou não 
uma operação ou iniciar ou não uma 
medicação. Os riscos são muitas vezes 
mais facilmente previstos e os resultados 
possíveis são mais claros. Ao tentar encaixar 
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noções de consentimento derivadas dessas 
situações no cenário dos testes genômicos, 
encontramos várias dificuldades. Em 
termos legais, para que o consentimento 
seja válido, os pacientes precisam ser 
devidamente informados sobre os 
objetivos do teste e o seu consentimento 
deve ser dado voluntariamente 
(Horton, R., Lucassen, A, 2019). 

No campo dos testes genômicos, todos 
esses elementos estão indiscutivelmente 
em dúvida. Para que uma pessoa consiga 
tomar uma decisão particular, ela precisa 
ser capaz de compreender, reter e pesar 
as informações necessárias para decidir 
e comunicar seus desejos. Para testes 
genômicos, é duvidoso que alguém possa 
realmente atender a esses critérios – as 
ramificações dos testes genômicos podem 
ser imprevisíveis mesmo para pessoas que 
conhecem bem o campo. Por exemplo, 
James Watson foi uma das primeiras 
pessoas a ter seu genoma sequenciado e 
optou por ter suas informações redigidas 
(já que ele preferia não saber se tinha um 
genótipo associado a uma chance maior 
de desenvolver a doença de Alzheimer). 

No entanto, a partir das informações que 
foram colocadas em domínio público, foi 
possível inferir o genótipo de Watson, 
já que as informações não estavam 
suficientemente protegidas. Nas conversas 
de consentimento, os profissionais de 
saúde são encarregados de fornecer aos 
pacientes as informações que eles desejam 
ou precisam para tomar uma decisão 
específica, mas no contexto da genômica, 
não devemos presumir que qualquer 
pessoa possa antecipar todas as prováveis 
ou sérias consequências potenciais dos 

testes. “Informar adequadamente” uma 
pessoa que está tomando uma decisão 
sobre testes genômicos é uma tarefa 
desafiadora. Por exemplo, a pesquisa indica 
que vários participantes do Projeto 100.000 
Genomas têm uma lembrança imprecisa 
se escolheram ou não saber sobre riscos à 
saúde não relacionados à condição que os 
levou a ingressar no projeto. O que quer 
que tenham escolhido, muitas pessoas 
presumiram que seriam informadas se 
"algo importante" fosse encontrado.

Apesar de um processo de consentimento 
detalhado, o que os pacientes achavam 
que concordavam às vezes era diferente 
do que seus médicos achavam que haviam 
concordado. Se o consentimento for julgado 
puramente pela compreensão e retenção 
de informações relevantes, não funcionou 
bem para esses pacientes. Muitas vezes, 
a participação em testes genômicos tem 
consequências mais amplas – por exemplo, 
ao acessar testes clínicos por meio do 
Projeto 100.000 Genomas, os participantes 
também concordam em disponibilizar 
seus dados para uso pela pesquisa e pela 
indústria (com várias salvaguardas). 

Algumas pessoas querem um diagnóstico 
clínico, mas podem ser reticentes 
sobre o compartilhamento de dados 
– fazer dos dois um “pacote” mina a 
voluntariedade de seu consentimento? 

Podemos argumentar que um genoma não 
pode ser interpretado isoladamente: ele 
se baseia na comparação com controles 
“normais” e bancos de dados de variantes 
causadoras de doenças “anormais”, 
portanto, o compartilhamento de dados 
é parte integrante do processo de 
interpretação (Horton, R., Lucassen, A, 2019). 
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No entanto, um diagnóstico genômico faria 

uma grande diferença para várias pessoas e 

famílias, e exigir que as pessoas forneçam 

seus dados à indústria para buscar um 

diagnóstico desesperadamente necessário 

pode ser retratado como coercitivo (talvez 

especialmente porque mais da metade não 

obterá um diagnóstico por meio de testes 

genômicos, pelo menos a curto prazo). 

Como podemos preparar processos 

de consentimento robustos para a era 

genômica? A variedade de resultados 

possíveis dos testes genômicos dá a 

impressão de que os testes genômicos 

devem se encaixar bem com a posição 

politicamente popular de que mais 

opções são sempre boas. No entanto, a 

complexidade da interpretação do teste 

genômico, o que significa que a escolha 

do paciente pode ser difícil de honrar 

diretamente, corre o risco de alimentar o 

medo de que, ao exercer seu julgamento 

sobre o que constitui um resultado 

clinicamente significativo, clínicos e 

cientistas estejam sendo paternalistas 

(Horton, R., Lucassen, A, 2019). 

A ideia de 'amplo consentimento' ganhou 

força em circunstâncias em que, em 

virtude da incerteza e diversidade de 

possíveis intervenções ou resultados, 

as pessoas podem consentir com base 

em acordo com princípios gerais que 

governam o que será feito, sem conhecer 

detalhes específicos do que será feito.  

As pessoas que contribuem para os 

biobancos fornecem consentimento sob 

esse modelo, essencialmente optando por 

delegar decisões sobre quais pesquisas 

futuras serão feitas com suas amostras com 

base em algum conhecimento do que o 

processo de tomada de decisão envolveria.  

O consentimento de uma pessoa pode 

ter implicações para uma variedade de 

outras: ao participar de testes genômicos, 

uma pessoa pode encontrar informações 

relevantes para seus parentes biológicos. 

Às vezes, isso pode estar abertamente 

relacionado à detecção da mesma 

variante BRCA1 causadora de doença 

rara em duas primas com câncer de 

mama de início jovem, e em essência, 

encontrará a mesma variante nos pais que 

os conectam. Normalmente, solicitamos 

apenas o consentimento da pessoa que 

fornece uma amostra de DNA para teste 

(ou de seu representante, se menor 

de idade ou sem capacidade). Outros 

membros de sua família que podem ser 

diagnosticados por meio do teste não 

são questionados, embora em certas 
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circunstâncias essa possibilidade seja 

explorada detalhadamente como parte do 

processo de consentimento. O “resultado 

genômico” de uma pessoa é muitas vezes 

ligado ao de seus parentes biológicos, 

independentemente de ser confortável ou 

conveniente do ponto de vista social. As 

noções de consentimento que conceituam 

os pacientes como inteiramente separados 

de sua família biológica são, portanto, 

passíveis de falhar. Consideramos que 

as informações genéticas hereditárias 

devem ser confidenciais para as famílias, 

não para os indivíduos (embora as 

consequências pessoais para uma 

determinada pessoa de ter uma variante 

específica devam ser confidenciais apenas 

para elas) (Horton, R., Lucassen, A, 2019). 

É importante explorar isso antes dos 

testes genômicos, em parte para 

evitar as situações muito raras em que 

os pacientes não estão dispostos a 

compartilhar informações genéticas 

relevantes para a saúde com seus parentes 

biológicos, mas, mais comumente, para 

considerar como essa comunicação 

pode ser realizada se necessário. Ao 

oferecer testes genômicos a uma 

pessoa, temos que estar cientes de que 

potencialmente estamos testando outras 

pessoas também, sem consentimento. 

Outro aspecto que requer um 

tratamento particularmente cuidadoso 

é a possibilidade de a interpretação 

do teste genômico evoluir ou 

ser derrubada à medida que o 

conhecimento científico avança.   

As discussões de consentimento 

precisam trilhar um equilíbrio delicado 

entre deixar as coisas em aberto, de 

modo que os pacientes estejam cientes 

de que as coisas podem mudar, e 

não gerar uma expectativa de que os 

dados genômicos serão examinados 

rotineiramente novamente e os pacientes 

serão atualizados, se nenhum mecanismo 

estiver em vigor para garantir isso. 

Muitas vezes, há falta de clareza sobre 

quem pode ser responsável por contatar 

novamente os pacientes se novas 

informações surgirem, ou tiverem o 

potencial de surgir, de dados genéticos 

ou genômicos antigos. Qualquer 

responsabilidade parece estar em algum 

lugar entre os pacientes e os profissionais 

de saúde, com um resultado provável 

de que, em alguns casos, ninguém 

a vê como sua responsabilidade e, 

portanto, o contato nunca acontece 
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(Horton, R., Lucassen, A, 2019). 

Dada a complexidade e a natureza 
evolutiva da interpretação de testes 
genômicos, argumentamos que o 
consentimento para testes genômicos 
pode ser conceitualmente útil como 
uma conversa contínua, onde aspectos 
da discussão são revisitados conforme 
necessário ao longo da vida de uma pessoa. 

No entanto, em vez de confiar no 
consentimento (embora contínuo) para 
“fazer todo o trabalho”, consideramos que 
precisaremos estar situados dentro de 
um sistema confiável, onde os pacientes 
possam ter confiança de que seus dados 
genômicos serão tratados com cuidado e 
que suas preferências sejam acomodadas 
o máximo possível sem a necessidade de 
especificar antecipadamente exatamente 
o que será procurado ou encontrado. 

Encontrar um equilíbrio adequado entre 
reabrir as discussões quando necessário 
e se intrometer inesperadamente na 
vida das pessoas para fazer perguntas 
potencialmente indesejadas será 
claramente difícil. No entanto, achamos 
que essa abordagem nos aproximaria 
do consentimento válido, do que tratar 
o consentimento como um evento 
único e aproximar as respostas para 
toda e qualquer pergunta subsequente, 
observando qualquer formulário que 
o paciente preencheu naquele dia 
(Horton, R., Lucassen, A, 2019). 

Assim, os testes genômicos apresentam 
um desafio às noções tradicionais 
de consentimento e autonomia: 
como uma pessoa pode consentir em 
um processo em que os resultados 

potenciais são tão desconhecidos e 
imprevisíveis, e como uma pessoa 
pode determinar independentemente 
como seu genoma é testado quando 
os interesses de seus parentes 
biológicos podem ser inextricavelmente 
dependentes de suas decisões? 

Argumentamos que nossos conceitos de 
consentimento e autonomia precisam 
se expandir para se adequarem ao 
propósito na era da genômica.

Em particular, sugerimos que o 
consentimento para testes genômicos 
precisa ser considerado como um 
consentimento mais amplo do que 
específico, bem como parte de uma 
conversa em andamento com espaço 
para abrir mais discussões quando 
necessário, em vez de ser pensado 
como um evento bloqueado no tempo. 
Também argumentamos que os conceitos 
relacionais de autonomia oferecem uma 
maneira mais frutífera de se envolver com 
as realidades dos testes genômicos. 

Em um nível biológico, uma pessoa 
compartilha seu código genético com seus 
parentes próximos e, em um nível social, 
uma pessoa que opta por se submeter 
a testes genômicos se envolve em um 
processo que exige que outros usem sua 
experiência e habilidade para interpretar 
o código genético desse indivíduo. 

Considerar como podemos fortalecer as 
redes e relacionamentos que facilitam 
as escolhas em relação aos testes 
genômicos é um aspecto importante 
para aumentar a autonomia e um pré-
requisito de preparação ética para a era 
genômica (Horton, R., Lucassen, A, 2019). 
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